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® Nucleinsauremolekiil, Kit und Verwendung 

® Die vorliegende Erfindung betrifft efn Nukleinsauremo- 
lekul bzw. -molekule sowie ein Verfahren zum Nachweis 
von Bakterien der Gattung Staphylococcus, insbesondere 
Staphylococcus aureus. Ferner ist Gegenstand der Erfin- 
dung ein Testkit bzw. Testkits zur Durchfuhrung der ge- 
nannten Nachweisverfahren. 
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Beschreibung 

Ein Bakterium von hoher klinischer Relevanz ist das gram-positive Bakterium Staphylococcus aureus. Es ist eines der 
haufigsten Verursacber von nosocomialen (im Krankenhaus iibertragenen) Infektionen, deren Verbreitungen durch das 

5 Auftreten verschiedener Antibiotikaresistenzen (z. B. Resistenz gegen Methicillin und Vancomycin) schwer zu kontrol- 
lieren sind. Staphylococcus aureus gehort zudem zu den haufigsten Verursachern von Lebensmittelvergiftungen, welche 
meist durch Enterotoxine verursacht werden. Das haufige Vorkommen von Staphylococcus aureus in Lebensmittelpro- 
dukten erfordert daher eine regelmaBige Untersuchung potentiell kontaminierter Produkte. Konventionelle mikrobiolo- 
gische Verfahren zum Nachweis von Staphylococcus aureus sind sehr zeitaufwendig (mindestens 4 Tage). Es besteht da- 

io her ein groBer Bedarf nach alternativen Methoden, mit denen die Anwesenheit von Staphylococcus aureus im ^rlauf des 
Produktionsprozesses (von den Rohstoffen bis hin zum fertigen Produkt) schnell und sicher diagnostiziert werden kann. 

Fiir den routinemaBigen Einsatz zum Nachweis von Mikroorganismen sind in den ietzten Jahren eine Reihe neuer Me- 
thoden entwickelt worden. Hierzu zahlen immunologische Verfahren, die auf dem Einsatz poly valenter oder monoklo- 
naler Antikorper beruhen, und Verfahren, bei denen Nukleinsaure-Sonden zum Nachweis mittels Hybridisierung an 

15 keimspezifische Nukleinsauren eingesetzt werden. Als weitere Methoden werden diejenigen Verfahren beschrieben, die 
auf einer spezifischen Nukleinsaure- Ampliflkation basieren, mit oder ohne anschlieBende Bestatigungsreaktion durch 
Nukleinsaure-Hybridisierung. Eingesetzte Verfahren zur Ampliflkation von Nukleinsauren sind z. B. die Polymerase- 
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) [US Patente 4,683,195; 4,683,202; und 4,965,188], die Ligase-Ketten- 
reaktion [WO VerorTentlichung 89/09835], die "self-sustained sequence replication" [EP 329,822], das "transcription ba- 

20 sed amplification system" [EP 310,229] und das Qp RNA-Replikase-System [US Patent 4,957,858]. 

Die genannten auf Nukleinsauren basierenden Verfahren sind so sensitiv, dafi, anders als bei konventionellen mikro- 
biologischen Verfahren, eine langwierige Anreicherung des nachzuweisenden Mikroorganismus aus der zu untersuchen- 
den Probe entfallt. Eine Untersuchung auf An- oder Abwesenheit des jeweiligen Mikroorganismus ist daher bei Anwen- 
dung der genannten auf Nukleinsauren basierenden Verfahren in der Regel innerhalb eines Arbeitstages abgeschlossen. 

25 Insbesondere wenn fur den Nachweis mittels konventioneller Verfahren mehrere Tage bis Wochen benotigt werden, wird 
hierdurch eine erhebliche Zeitverkurzung erreicht. 

In letzter Zeit wurden eine Reihe von Schnelltests entwickelt, mit denen die Anwesenheit von Staphylococcus aureus 
deutlich verkurzt werden kann. Zu diesen gehoren Koagulase-Tfests, verschiedene Agglutinations-Tests, TNase-Tests 
(Enzymaktivitat, monoklonale Antikorper), DNA-Hybridisierungs-Tbsts und PCR-Tests [zur Ubersicht siehe BRAK- 

30 STAD und MAELAND, (1995), APMIS 103, 209-218]. Bezuglich Schnelligkeit und Spezifitat sind PCR-Tests den an- 
deren Verfahren iiberlegen. Die bisher beschriebenen PCR-Tests zum spezifischen Nachweis der Spezies Staphylococcus 
aureus basieren auf dem Gen fur thermostabile Nuklease [nuc, Brakstad et al., (1992), J. Clin. Microbiol. 30, 1654-1660] 
bzw. auf einem fiir Methicillin-Resistenz essentiellen Regulatorgen (femA), welches spezifisch fur Staphylococcus au- 
reus ist [Unal et al., (1992), J. Clin. Microbiol. 30 1685-1691; Vannuffel et al., (1995), J. Clin. Microbiol, 33, 

35 2864-2867]. Mit Hilfe dieser PCR-Systeme gelang der Nachweis aller untersuchten Spezies von Staphylococcus aureus. 
Unklar ist jedoch die Frage, ob mit diesen PCR-Systemen auch der Nachweis von Koagulase-negativen Stammen der 
Spezies Staphylcoccus aureus moglich ist. 

Ziel der hier dargestellten Erfindung war die Etablierung eines PCR-Systems, dessen Einsatz als Primer und/oder Son- 
den eine moglichst vollstandige Erfassung aller Vertreter der Spezies Staphylococcus aureus sicherstellt. 

40 Je nach GroBe der zu detektierenden Gruppe von Mikroorganismen und der evolutionaren Verwandtschaft von abzu- 
grenzenden (nicht zu erfassenden) Mikroorganismen erfordert ein auf differentiellen DNA-Sequenzen basierender Nach- 
weis sehr umfangreiche Vorarbeiten, um jeweils geeignete DNA-Sequenzen mit der gewunschten Spezifitat zu finden. 
Die hier dargelegte Erfindung betrifTt solche DNA-Sequenzen, mit denen der Schnellnachweis von Bakterien der Gat- 
tung Staphylococcus, insbesondere von Staphylococcus aureus moglich ist. 

45 

Beschreibung der Erfindung 

Zur Detektion von spezifischen Mikroorganismen mittels Nukleinsaure-Hybridisierung oder -Ampliflkation werden 
keimspezifische Oligonukleotide eingesetzt. keimspezifische Oligonukleotide sind Nukleinsauren, 10 bis 250 Basen 
50 (vorzugsweise 15 bis 30 Basen) iang, deren Basensequenz charakteristisch fiir einen spezifischen Mikroorganismus oder 
eine Gruppe von Mikroorganismen ist. Eine Hybridisierung an DNA bzw. eine Amplification von DNA bei Einsatz die- 
ser keimspezifischen Oligonukleotide (z. B. als Primer oder Sonden) mit den oben genannten Verfahren kann, unter ge- 
eigneten Reaktionsbedingungen, nur dann erfolgen, wenn die DNA der jeweils nachzuweisenden Mikroorganismen an- 
wesend ist. 

55 Prokaryontische Ribosomen beinhalten in der Regel drei distinkte Nukleinsaurekomponenten, welche allgemein als 
5S,16S und 235 rRNA (ribosomale Ribonukleinsaure) bekannt sind. Die genetische Information fur diese Ribonuklein- 
sauren (rDNA) ist im Genom typischerweise in Form von Tandems angeordnet. Die typische Organisation einer solchen 
Einheit ist 16S-23S-5S, wobei die drei Gene durch kurze hypervariable intergenische Regionen voneinander getrennt 
sind. Die Einheiten sind im Genom mehrfach vorhanden, wobei die Anzahl der sich wiederholenden Einheiten in ver- 

60 schiedenen Bakterien variieren kann. Die hohe Konservierung der DNA-Sequenz im Bereich der 16S rDNA, der 23S 
rDNA und der 5S rDNA iiber das gesamte Bakterienreich ermoglicht ein Design von nicht-spezifischen Otigonukleoti- 
den auch ohne genaue Kenntnis der DNA-Sequenzen der zu untersuchenden Mikroorganismen. Solche nicht-spezifi- 
schen Oligonukleotide sind charakteristisch fur eine groBere, in der Regel phylogenetisch verwandte Gruppe von Mi- 
kroorganismen. Durch Einsatz dieser nicht-spezifischen Oligonukleotide gelingt dem Fachmann, z. B. nach entsprechen- 

65 den Vorversuchen durch DNA- Ampliflkation mittels PCR, die Isolation von rDNA-Fragmenten, z. B. der 23S/5S inter- 
genischen Region eines beliebigen Mikroorganismus. Durch DNA-Sequenzierung kann dann die Sequenz der hyperva- 
riablen intergenischen Regionen des betrefFenden Mikroorganismus bestimmt werden. 

DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergenischen Region einer moglichst groBen Anzahl nachzuweisender Bakterien 
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(z. B. von verschiedenen Staphylococcus-Spezies) einerseits und nachfolgender Vergleich dieser DNA-Sequenzen ande- 
rerseits erlauben das Auffinden von DNA-Bereichen, die in der untersuchten Gruppe (z. B. alle Staphylococcus-Spezies) 
nicht oder nur unwesentlich verandert sind. 

DNA-Sequenzierung der 23S/5S intergenischen Region einer moglichst grofien Anzahl von nicht-nachzuweisenden 
Bakterien (z. B. alien Bakterien, die nicht zur Gattung Staphylococcus gehoren) einerseits und nachfolgender Vergleich 5 
dieser DNA-Sequenzen mit der Sequenz der nachzuweisenden Bakterien (z. B. verschiedene Staphylococcus-Spezies) 
andererseits erlauben das Auffinden von DNA-Sequenzen, die fur die nachzuweisenden Bakterien (z. B. alle Staphylo- 
coccus-Spezies) charakteristisch sind. Aus diesen DNA-Sequenzen konnen wiederum Oligonukleotide abgeleitetet wer- 
den, die als Primer und/oder Sonden in auf Nukleinsauren basierenden Verfahren einsetzbar sind, mit dem Ziel, die je- 
weilige Gruppe von Bakterien (z. B. alle Spezies der Gattung Staphylococcus) spezifisch nachzuweisen. 10 

Die in der vorliegenden Erfindung beschriebenen keimspezifischen Oligonukleotide zum Nachweis von Bakterien der 
Gattung Staphylococcus, insbesondere Bakterien der Spezies Staphylococcus aureus, entsprechen der 23S/5S intergeni- 
schen Region und dem direkt angrenzenden Bereich der 23S rDNA und/oder der 5S rDNA. Die DNA-Sequenz in dieser 
Region wurde fur eine Vielzahl von Bakterien bestimmt. Nach exakten Sequenzvergleichen wurden keimspezifische Nu- 
kleinsauresequenzen bestimmt, von denen Primer und/oder Sonden fiir einen Einsatz in einem Spezies-/Genus-spezifi- 15 
schen Nachweisverfahren abgeleitet werden konnen. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird gemaB einer Ausfiihrungsform durch ein Nucleinsauremolekul ge- 
lost, das dadurch gewinnbar ist, daB man 

(a) in an sich bekannter Weise aus einem Staphylococcus-Stamm (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 20 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region gegebenenfalls mit dem direkt angrenzenden 23S- 
Bereich und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (erstes 
Amplifikationsprodukt), 

(c) mit einem zweiten, dritten und/oder nten Staphylococcus-Stamm jeweils gemaB Stufen (a) und (b) genomischen 
DNA isoliert, die 23S/5S intergenische Region mit dem direkt angrenzenden 23S -Bereich und/oder dem direkt an- 25 
grenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, . . ntes Amplifikati- 
onsprodukt), 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaB (b) und (c) gewonnenen Amplifikationsprodukten be- 
stimmt und die DNA-Sequenz des Amplifikationsprodukts gemaB (b) mit der DNA-Sequenz eines oder mehrerer 
Amplifikationsprodukte gemaB (c) vergleicht und 30 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert und gewinnt, mit dessen Hilfe sich eine nachzuwei- 
sende Gruppe von Bakterien des Genus Staphylococcus von einer nicht nachzuweisenden Gruppe von Bakterien 
des Genus Staphylococcus anhand von Unterschieden an mindestens einer Nucleotidposition im Sequenzbereich 
des Nucleinsauremolekiils unterscheiden laBt. 



Bei den Stufen (d) und (e) kann man auch so vorgehen, daB man 



35 



(d) die DNA-Sequenz der Amplifikationsprodukte nach (b) und (c) bestimmt und die DNA-Sequenz des Amplifi- 
kationsproduktes nach (b) mit der DNA-Sequenz der Amplifikationsprodukte nach (c) vergleicht und 

(e) basierend auf der unterschiedlichen DNA-Sequenz einer nachzuweisenden und nicht nachzuweisenden Gruppe 40 
von Bakterien des Genus Staphylococcus einen Primer oder eine Sonde zum Nachweis von Bakterien der Gattung 
Staphylococcus gewinnt. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein Nucelinsauremolekul der SEQ ID NO 1 oder der hierzu kom- 
plementaren Sequenz. 45 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft ein Nucleinsauremolekul mit gegeniiber einem Nucleinsauremo- 
lekul gemaB SEQ ID NO 1 verkurzter Sequenz, und zwar einer Sequenz 

(i) des Bereichs oder im Bereich der Nucelotidpositionen 54 bis 83 oder 

(ii) des Bereichs oder im Bereich der Nucleotidpositionen 100 bis 166. 50 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft ein Nucleinsauremolekul mit gegeniiber einem Nucleinsauremo- 
lekul gemaB SEQ ID NO 1 verkurzter Sequenz, namlich 

(i) der SEQ ID NO 2 oder 55 

(ii) der SEQ ID NO 3 oder 

(iii) der SEQ ID NO 4 oder 

(iv) der zu (i), (ii) und (iii) jeweils komplementaren Sequenz. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft ein weiteres bzw. anderes Nucleinsauremolekul, das dadurch ge- 60 
kennzeichnet ist, daB es hinsichtlich seiner Sequenz bei mindestens 10 aufeinanderfolgenden Nucleotiden seiner Nucleo- 
tidkette 

(i) mit einem erfindungsgemaBen vorstehend beschriebenen Nucleinsauremolekul identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 aufeinanderfolgenden Nucleotiden mit einem erfindungsgemaBen vorstehend beschriebenen Nu- 65 
cleinsauremolekiil ubereinstimmt oder 

(iii) in 8 von 10 aufeinanderfolgenden Nucleotiden mit einem erfindungsgemaBen vorstehend beschriebenen Nu- 
cleinsauremolekul ubereinstimmt oder 
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(iv) zu mindestens 90% mit einem erfindungsgemaB vorstehend beschriebenen Nucleinsauremolekul homolog ist, 

Ein derartiges Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es 10 bis 250 und vorzugsweise 15 bis 30 
Nucleotide lang ist. 

5 Ein Beispiel fur ein Nucleinsauremolekiil gemaB (i) ist durch die SEQ ID NO 5 gekennzeichnet. 

Ein erfindungsgemaBes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es einzelstrangig oder doppel- 
strangig vorliegt. 

Ein erfindungsgemaBes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es 

10 (i) alsDNAoder 

(ii) als (i) entsprechende RNA oder 

(iii) als PNA (siehe im folgenden) vorliegt, 

wobei das Nucleinsauremolekiil gegebenenfalls in einer fur analytische Nachweisverfahren, insbesondere auf Basis von 

15 Hybridisierung und/oder Amplifizierung, an sich bekannten Weise modifiziert ist 

Ein derartiges Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB das Nucleinsauremolekul dadurch modi- 
fiziert ist, daB bis zu 10% der Nucleiotide, insbesondere I oder 2 Nucleotide, durch fiir Sonden und/oder Primer an sich 
bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, insbesondere durch Nucleotide, die bei Bakterien nicht natiirlich vorkommen. 
Ein erfindungsgemaBes Nucleinsauremolekul kann dadurch gekennzeichnet sein, daB das Nucleinsauremolekul da- 

20 durch oder zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert ist, daB es in einer fur analytische Nachweisverfahren an sich be- 
kannten Weise ein oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, fiuoriszierende Gruppen, Gruppen zur Immobi- 
lisierung an fester Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte Reaktion, insbesondere eine enzymatische Re- 
aktion, aufweist, insbesondere mit Hilfe von Antikorpern, Antigenen, Enzymen und/oder Substanzen mit Aflfrnitat zu En- 
zymen oder Enzymkomplexen. 

25 Eine weitere Ausf uhrungsform der Erfindung betrifft einen Kit fur analytische Nachweisverfahren, insbesondere zum 
Nachweis von Bakterien der Gattung Staphylococcus, gekennzeichnet durch ein oder mehrere erfindungsgemaBe Nu- 
cieinsauremolekule. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betrifTt eine Verwendung von einem oder mehreren erfindungsgemaBen 
Nucleinsauremolekulen oder eines erfindungsgemaBen Kits zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von Bakterien, 
30 welche einer Gruppe von Bakterien der Gattung Staphylococcus angehoren. 

Diese Verwendung kann dadurch gekennzeichnet sein, daB die Gruppe von Bakterien der Gattung Staphylococcus ver- 
schiedene Stamme von Staphylococcus aureus umfaBt. 

Diese Verwendung kann dadurch gekennzeichnet sein, daB es sich bei der Gruppe von Bakterien der Gattung Staphy- 
lococcus ausschlieBlich um Staphylococcus aureus-Stamme handelt. 
35 Diese Verwendungen konnen dadurch gekennzeichnet sind, daB man eine Nucleinsaurehybridisierung und/oder eine 
Nucleinsaureamplifikation durchfuhrt. 

Diese Verwendung kann dadurch gekennzeichnet sein, daB man eine Polymerase- Kettenreaktion als Nucleinsauream- 
plifikation durchfuhrt. 

Diese Verwendungen konnen dadurch gekennzeichnet sein, daB man den Nachweis dadurch durchfuhrt, daB man die 
40 nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden Bakterien anhand von Unterschieden der genomischen DNA 
und/oder RNA an mindestens einer Nucleotidposition im Bereich eines erfindungsgemaBen Nucleinsauremolekiils un- 
terscheidet 

Diese Verwendung kann dadurch gekennzeichnet sein, daB man anhand von Unterschieden im Bereich eines Nuclein- 
sauremolekuls der SEQ ID NO 1 unterscheidet. 

45 Zum Nachweis der jeweiligen Gruppe von Mikroorganismen werden Nukleinsauren, vorzugsweise genomische DNA, 
zunachst aus den in einer zu untersuchenden Probe bzw. Bakterienkultur enthaltenen Zellen freigesetzt. Mittels Nuklein- 
saurehybridisierung kann dann, und zwar unter Einsatz der erfindungsgemaBen keimspezifischen Oligonukleotide als 
Sonde, der direkte Nachweis von keimspezifischen Nukleinsauresequenzen in der zu untersuchenden Probe erfolgen. 
Geeignet hierzu sind verschiedene dem Fachmann bekannte Verfahren, wie z. B. "Southern blot" oder "dot blot". 

50 Bevorzugt ist jedoch, vor allem wegen der hoheren Empfindlichkeit, ein indirektes Nachweisverfahren, bei dem die 
gesuchten DNA/RNA-Sequenzen zunachst mittels der o.g. Verfahren zur Amplification von Nukleinsauren, vorzugs- 
weise PGR, amplifiziert werden. 

Die Amplification von freigesetzter DNA/RNA unter Verwendung der genannten Verfahren kann unter Einsatz von 
keimspezifischen Oligonukleotiden als Primer erfolgen. Dabei werden nur in dem Fall spezifische Amplifikate gebildet, 

55 in dem DNA/RNA des nachzuweisenden Mikroorganismus anwesend ist. Durch eine nachgeschaltete Detektionsreak- 
tion unter Verwendung von keimspezifischen Oligonukleotiden als Sonden kann die Spezifitat des Nachweisverfahrens 
erhoht werden. Fiir diese nachgeschaltete Detektionsreaktion ist ebenso die Verwendung von nichtkeimspezifischen Oli- 
gonukleotiden als Sonden moglich. 

Alternativ kann die Nukleinsaure- Amplification auch in Anwesenheit eines oder mehrerer nicht-spezifischer Oligonu- 

60 kleotide durchgefuhrt werden, so daB moglicherweise auch DNA/RNA anderer, nicht-nachzuweisender Mikroorganis- 
men amplifiziert werden kann. Ein derartiges Amplifikationsverfahren ist in der Regel weniger spezifisch und sollte da- 
her durch eine nachfolgende Detektionsreaktion mit einem oder mehreren keimspezifischen Oligonukleotid(en) als Son- 
de(n) abgesichert werden. 

Dem Fachmann sind verschiedene Verfahren bekannt, mit denen die bei den indirekten Verfahren entstehenden Am- 
65 plifikationsprodukte nachgewiesen werden konnen. Dazu gehoren u.A. die Visualisierung mittels Gelelektrophorese, die 
Hybridisierung von Sonden an immobilisierte Reaktionsprodukte [gekoppelt an Nylon- oder Nitrocellulose-Filter 
("Southern blots") oder z. B. an "beads" oder Mikrotiterplatten] und die Hybridisierung der Amplifikationsprodukte an 
immobilisierte Sonden (z. B. "reverse dot blots" oder mit Sonden gekoppelte "beads" oder Mikrotiterplatten). 
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Es sind eine Vielzahl verschiedener Varianten beschrieben, mit denen keimspezifische Oligonukleotide (z. B. Sonden 
und Primer) fur die beschriebenen direkten oder indirekten Nachweisverfahren markiert bzw modifiziert werden kon- 
nen. So konnen diese beispielsweise radioaktive, farbige, fluoreszierende oder anderweitig modifizierte bzw. modifizie- 
rende Gruppen enthalten, beispielsweise Antikorper, Antigene, Enzyme bzw. andere Substanzen mit Affinitat zu Enzy- 
men oder Enzymkomplexen. Sonden bzw. Primer konnen entweder natiirlich vorkommende oder synthetisch hergestellte 
doppelstrangige oder einzelstrangige DNA oder RNA sein bzw. modifizierte Formen von DNA oder RNA, wie z. B. 
PNA (bei diesen Molekulen sind die Zucker-Einheiten durch Aminosauren oder Peptide ausgetauscht). Einzelne oder 
mehrere Nukleotide der Sonden oder Primer konnen gegen analoge Bausteine (wie z. B. Nucleotide, die in der Ziel-Nu- 
kleinsaure nicht natiirlich vorkornmen) ersetzt sein. Bei den o.g. indirekten Nachweisverfahren kann Detektion auch uber 
ein intern- markiertes Amplifikat gefuhrt werden. Dies kann z. B. uber den Einbau von modifizierten (z. B. Digoxigenin- 
oder Fiuorescein-gekoppelten) Nukleosidtriphosphaten wahrend der Amplifikationsreaktion erfolgen. 

Geeignet als erfindungsgemaBe keimspezifische Oligonukleotide sind Nukleinsauren, vorzugsweise 10 bis 250 und 
insbesondere 15 bis 30 Basen lang, die mindestens in einer 10 Basen langen Sequenz mit den unten angegebenen Se- 
quenzen 1 bis 5 oder den hierzu komplementaren Sequenzen ubereinstimmen. Geringere Abweichungen (1 bis 2 Basen) 
in dieser 10 Basen langen Sequenz sind mogiich, ohne daB die jeweils angegebene Spezifitat bei der Amplification und/ 
oder Hybridisierung verloren geht. Dem Fachmann ist bekannt, daB im Falle solcher geringeren Abweichungen die Re- 
aktionsbedingungen entsprechend verandert werden mussen. 

Die DNA-Sequenz von Staphylococcus aureus (ATCC 6538) im Bereich der 235 rDNA (1-113) und der 235/55 mter- 
genischen Region (114-171) lautet: 

(Sequenz 1 = SEQ ID NO 1) 

TTTCCCAACTTCGGTTATAAGATCCCTCAAAGATGATGAGGTTAATAGGTTCGAG 
GTGGAAGCATGGTGACATGTGGAGCTGACGAATACTAATCGATCGAAGACTTAA 

TCAAAATAAATGTTTTGCGAAGCAAAATCACTTT^ 

GTATAA 

Die Sequenz im Bereich der 23S/5S-intergenischen Region wurde fur 8 Staphylococcus aureus-Stamme sowie fur 
mindestens je einen Vertreter folgender Spezies bestimmt: Staphylococcus auricularis, Staphylococcus capitis, Staphy- 
lococcus cohnii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus 
saccharolyticus, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus warneri, Staphylococcus xy- 
losus. Die Sequenzvergleiche ergaben, daB sich mehrere von Sequenz 1 abgeleitete Oligonukleotide fiir den selektiven 
Nachweis von Bakterien der Spezies Staphylococcus aureus eignen. Geeignete Bereiche fiir solche keimspezifischen 
Oligonukleotide sind die Regionen (54-83) und (100-166). 

Von Sequenz 1 wurden folgende als Primer fur die PGR (Sequenz 2 und Sequenz 3) bzw als Sonde (Sequenz 4 und Se- 
quenz 5) besonders geeignete Oligonukleotide abgeleitet: 

Oligonukleotid Sa1: (Sequenz 2 = SEQ ID NO 2) 5 '-GTGGAAGCATGGTGACAT-3 
Oligonukleotid Sa2: (Sequenz 3 = SEQ ID NO 3) 5 '-TAAGTAAAAG TGATTTTGCT 
TCG-3' 

Oligonukleotid Sa3: (Sequenz 4 = SEQ ID NO 4) 5'-CATTTATTTTGATTAAGTCT-3' 
Oligonukleotid Sa4: (Sequenz 5 = SEQ ID NO 5) 5'-CATTTAAATTTGATTAAGTC-3' 

Beispiel 1 

Nachweis von Bakterien der Spezies Staphylococcus aureus mit der Polymerase-Kettenreaktion 

Aus Reinkulturen der in Tabelle 1 aufgefuhrten Bakterien wurde DNA mittels Standardverfahren isoliert. Je ca. 10 bis 
100 ng dieser DNA-Praparationen wurde dann in Gegenwart von je 0,6 uM Oligonukleotid Sal (SEQ ID NO 2) und Sa2 
(SEQ ID NO 3), 200 uM dNTP's (N = A/G/G/T-Mixtur; Boehringer Mannheim), 2 mM MgGl 2 , 16 mM (NH4)2S0 4 , 67 
mM Tris/HGl (pH 8,8), 0,01% Tween 20 und 0,03 U/ul Tag-Polymerase (Biomaster) in die PGR eingesetzt. Die PGR 
wurde in einem Perkin-Elmer 9600 Thermocycler mit dem nachfolgend aufgefuhrten Thermoprofii durchgefuhrt: 

- initiale Denaturierung 94°G 3 min 

- AmpUfikation (35 Zyklen) 92°G 30 sek 

60°G10sek 

- finale Synthese 72°G 5 min 
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Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die AmpUfikationsprodukte mittels Agarose-Gelelektrophorese aufge- 
trennt und durch Anfarbung mit Ethidiumbromid visualisiert. Das erwartete Produkt von 94 bp Lange wurde nur in den 
Fallen beobachtet, in denen DNA von Stammen der Spezies Staphylococcus aureus anwesend war (vergleiche TabeUe 1), 
nicht aber bei Anwesenheit von DNA der anderen getesteten Bakterien. Nach Beendigung des Laufes wurde die in den 
Gelen enthaltene DNA mittels Standard-Methoden auf Nylon-Filter transferiert und zur Uberprufung der Spezifitat mit 
einer aquimolaren Mischung der am 5-Ende biotinylierten Oligonukleotide Sa3 (SEQ ID NO 4) und Sa4 (SEQ ID NO 5) 
hybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte in 5 x SSC , 2% Blocking Reagenz, 0,1% Laurylsarcosin, 0,02% SDS und 20 
pmol/ml Sonde flir 4 h bei 43°C. Gewaschen wurde in 2 x SSC, 0,1% SDS fur 1 x 5 min bei Raumtemperatur und 1 x 
5 min bei 43°C Die Detektion erfolgte nach Standard-Methoden mittels alkalischer Phosphatase-Konjugaten (Extravi- 
din, Fa. SIGMA, # E-2636) in Anwesenheit von 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat und 4-Nitro-Blue Tetrazoliumchlo- 
rid (Fa. Boehringer Mannheim). 

Auf den Filtern wurde nur in den Fallen eine Bande beobachtet, in denen zuvor auch eine Bande auf dem Agarose-Gel 
sichtbar war (siehe Tabelle 1). Somit wurde sowohl mittels PGR wie auch mittels Hybridisierung die Anwesenheit samt- 
licher der 50 getesteten Staphylococcus aureus-Stamme nachgewiesen. Unter den insgesamt 50 getesteten Staphylococ- 
cus aureus-Stammen sind 2 Koagulase-negativ (BioteCon 7030 und BioteCon 7044), welche ebenfalls mit dem PCR- 
Verfahren erfaBt werden. Hingegen wurde keiner der getesteten, nicht zu dieser Spezies gehorenden Bakterienstamme 
mit diesem System erfaBt. 

TabeUe 1 



Resultate der PCR-Amplifikation mit den Oligonukleotiden Sal und Sa2 (SEQ ID NO 2 und SEQ ID NO 3) und nach- 
folgender Hybridisierung mit den Oligonukleotiden Sa3/Sa4 (SEQ ID NO 4 und SEQ ID NO 5) 



Spezies 


Stammbezeichnung 


PGR 


Hybridisierung 


Staphylococcus aureus 


ATCC 6538 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 194 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 195 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 196 






Staphylococcus aureus 


BioteCon 197 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 494 




+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 514 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 528 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 529 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 530 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 531 


+ 


+ j 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 532 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 533 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 534 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 535 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 4286 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 4287 


+ 


+ 
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opezies 


Starnmhezeichnuna 


PCR 


Hybridisierung 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 4288 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 4289 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


ATCC 25923 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7010 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7011 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7012 


+ I 




Staphylococcus aureus 


BioteCon 7013 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7014 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7015 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7016 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7017 


+ 




Staphylococcus aureus 


BioteCon 7018 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7019 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7020 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7021 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7022 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7024 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7025 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7027 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7028 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7029 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7030 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7031 


+ 




Staphylococcus aureus 


BioteCon 7032 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7034 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7035 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7036 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7039 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7040 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7041 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7042 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7043 


+ 


+ 


Staphylococcus aureus 


BioteCon 7044 


+ 


+ 


Staphylococcus arlettae 


DSM 20672 


- 


- 


Staphylococcus auricularis 


DSM 20609 


- 


- 


Staphylococcus capitis subsp. 
ureolyticus 


BioteCon 2687 


- 


- 


Staphylococcus caprae 


DSM 20608 


: 




Staphylococcus carnosus 


DSM 20501 


- 


- 


Staphylococcus caseolyticus 


DSM 20597 


- 


- 


Staphylococcus chromogenes 


DSM 20454 


- 


- 


Staphylococcus cohnii subsp. 
cohnii, 


DSM 20260 


- 


- 


Staphylococcus delphini 


DSM 20771 


- 


- 


Staphylococcus epidermidis 


BioteCon 515 


- 




Staphylococcus equorum 


DSM 20674 






Staphylococcus gallinarum 


DSM 20610 






Staphylococcus haemolyticus 


BioteCon 2847 






Staphylococcus hominis 


DSM 20328 






Staphylococcus hyicus 


DSM 20459 
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Spezies 


Stammbezeichnung 


PCR 


Hybridisierung 


5 


Staphylococcus intermedius 


DSM 20373 








Staphylococcus kloosii 


DSM 20676 








Staphylococcus lentus 


DSM 6672 








Staphylococcus lugdunensis 


BioteCon 2681 


- 


- 


10 


Staphylococcus muscae 


DSM 7068 


- 


- 




Staphylococcus saccharolyticus 


DSM 20359 


- 


- 




Staphylococcus saprophytics 


BioteCon 2685 


- 


- 


15 


Staphylococcus schleiferi subsp. 
schleiferi 


DSM 4808 


- 


- 




Staphylococcus sciuri 


DSM 6671 








Staphylococcus simulans 


DSM 20322 








Staphylococcus warneri 


DSM 20036 


- 


- 


20 


Staphylococcus xylosus 


BioteCon 2683 


- 






Bacillus cereus 


DSM 31 


- 


n.d. 




Bacillus coagulans 


DSM 1 


- 


n.d. 




Bacillus brevis 


DSM 30 


- 


n.d. 


Zd 


Bacillus megaterium 


DSM 32 


- 


n.d. 




Bacillus thuringiensis 


DSM 350 


- 


n.d. j 




Bacillus badius 


DSM 23 


- 


n.d. 


30 


Bacillus sphaericus 


BioteCon 3136 


- 


n.d. | 


Bacillus subtilis 


ATCC 6633 


- 


n.d. 




Bacillus circulans 


BioteCon 4926 


- 


n.d. 




Bacillus polymyxa 


ATCC 8523 


- 


n.d. 


35 


Bacillus mycoides 


BioteCon 4928 


- 


n.d. 


Bacillus stearothermophilus 


DSM 456 


- 


n.d. 




Pseudomonas aeruginosa 


BiotCon 682 


- 


n.d. 




Pseudomonas fluorescens 


BioteCon 2439 


- 


n.d. 


40 


Pseudomonas cepacia 


BioteCon 672 


- 


n.d. 


Pseudomonas chlororaphis 


BioteCon 1753 | 


- 


n.d. 




Pseudomonas citroneilolis 


DSM 50332 


- 


n.d. 




Pseudomonas mendocina 


DSM 50017 


- 


n.d. | 


45 


Pseudomonas pickettii 


BioteCon 3323 




n.d. 




Pseudomonas fragi 


DSM 3456 


- 


n.d. 




Pseudomonas hydrophila 


BioteCon 4883 


- 


n.d. 




Pseudomonas putida 


BioteCon 4884 


- 


n.d. 


50 


Pseudomonas oleovorans 


DSM 1045 


- 


n.d. 




Pseudomonas pseudoalcalige- 
nes 


DSM 50188 


- 


n.d. 




Pseudomonas syringae 


DSM 10604 


• 


n.d. 


55 


Pseudomonas mendocina 


DSM 50017 




n.d. 




Pseudomonas corrugata 


DSM 7228 




• 

n.d. 




Lactobacillus brevis 


DSM 1267 




n.d. 




Lactobacillus viridescens 


BioteCon 2592 




n.d. 


60 


Lactobacillus kefiranofaciens 


DSM 5016 




n.d. 




Lactobacillus lindneri 


BioteCon 2599 




n.d. 




Lactobacillus fructivorans 


BioteCon 2598 




n.d. 


65 


Lactobacillus casei 


DSM 20011 




n.d. 


Lactobacillus vaginalis 


DSM 5837 




n.d. | 




Lactobacillus fermentum 


BioteCon 2597 




n.d. 




Lactobacillus intestinalis 


DSM 6629 




n.d. 
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Spezies 


QfammKo7oirhniinci 

oiarnrnut?^uiv»i II luiiy 


PCR 


Hybridisierung 




Lactobacillus bifermentans 


DSM 20003 


- 


n.d. 


c 


Lactobacillus curvatus 


DSM 20019 


- 


n.d. 


J 


Lactobacillus coryniformis 
subsp. torquens 


DSM 20004 


- 


n.d. 




Lactobacillus acidophilus 


BioteCon 786 




n.d. 


10 


Lactobacillus alimentarius 


DSM 20249 




n.d. 


Lactobacillus fructosus 


DSM 20349 


- 


n.d. 




Lactobacillus malefermentans 


DSM 20177 


- 


n.d. 




Lactobacillus kefir 


DSM 20485 


- 


n.d. 


15 


Lactobacillus salivarius subsp. 
salivarius 


DSM 20492 


- 


n.d. | 




Lactobacillus homohiochii 


DSM 20571 


— 


n.d. 




Lactobacillus sanfrancisco 


DSM 20663 


- 


n.d. 


20 


Lactobacillus aviarius 


DSM 20655 




n.d. 




Lactobacillus ruminis 


DSM 20403 


- 


n.d. 




Leuconostoc mesente nodes 
subsp. mesenteriodes 


DSM 20240 




n.d. 


25 


Leuconostoc mesenteriodes 
subsp. dextranicum 


DSM 20071 


- 


n.d. 




Leuconostoc mesenteriodes 
subsp. cremoris 


DSM 20346 


- 


n.d. 


30 


Leuconostoc lactis 


DSM 20202 


- 


n.d. 




Leuconostoc oenos 


DSM 20255 




n.d. 




Leuconostoc gelidum 


DSM 5578 


- 


n.d. 




Leuconostoc carnosum 


DSM 5576 


- 


n.d. 


35 


Leuconostoc citreum 


DSM 20188 




n.d. 




Leuconostoc paramesenteroh 
des 


DSM 20288 


_ 


n.d. 


40 


Leuconostoc fallax 


DSM 20189 


- 


n.d. 


Leuconostoc pseudomesen- 
teroides 


DSM 5625 


- 


n.d. 




Streptococcus downei 


DSM 5635 


- 


n.d. 


45 


Streptococcus sp. 


DSM 6176 




n.d. 


Streptococcus parauberis 


DSM 6631 


-: 


n.d. 




Streptococcus gordonii 


DSM 6777 


- 


n.d. 




Streptococcus sp. 


DSM 20061 


- 


n.d. 


50 


Streptococcus equinus 


DSM 20062 


- 


n.d. 


Streptococcus salivarius subsp. 
thermophilus 


DSM 20259 


- 


n.d. 




Streptococcus canis 


DSM 20386 


- 


n.d. 


55 


Streptococcus cricetus 


DSM 20562 


- 


n.d. 




Streptococcus anginosus 


DSM 20563 


- 


n.d. 




Streptococcus rattus 


DSM 20564 


- 


| n.d. 




Streptococcus pneumoniae 


DSM 20566 


- 


n.d. 


60 


Streptococcus pleomorphus 


DSM 20574 


- 


n.d. 


Streptococcus iniae 


DSM 20576 




n A 

n.a. 




Streptococcus hansenii 


DSM 20583 




n.d. 




Streptococcus ferus 


DSM 20646 




n.d. 


65 


Streptococcus alactolyticus 


DSM 20728 




n.d. 




Streptococcus hyointestinalis 


DSM 20770 




n.d. 
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Spezies 


Stammbezeichnung 


PCR 


Hybridisierung 


Pediococcus parvulus 


DSM 20332 


- 


n.d. 


Campylobacter jejuni subsp. 
jejuni 


DSM 4688 


- 


n.d. 


Citrobacter freundii 


DSM 30040 




n.d. 


Shigella flexneri 


DSM 4782 




n.d. 


recunaius cerevisiipniius 


UoM ZOoh 




»-k A 

n.o. 


Pediococcus inopinatus 


DSM 20285 




n.d. 


Proteus mirabilis 


BioteCon 4701 




n.d. 


Megasphaera cerevisiae 


DSM 20461 




n.d. 


Escherichia coli 


BioteCon 4949 




n.d. 



n.d.: Die Hybridisierung wurde nicht durchgefiihrt 

20 



Patentanspriiche 

1. Nucleinsauremolekul, dadurch gewinnbar, daB man 
25 (a) in an sich bekannter Weise aus einem Staphylococcus-Stamm (erster Stamm) genomische DNA isoliert, 

(b) in an sich bekannter Weise die 23S/5S-intergenische Region gegebenenfalls dem direkt angrenzenden 
23S-Bereich und/oder dem direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt ge- 
winnt (erstes Amplifikationsprodukt), 

(c) mit einem zweiten, dritten und/oder nten Staphylococcus-Stamm jeweils gemaB Stufen (a) und (b) genom- 
30 ische DNA isoliert, die 23S/5S-intergenische Region mit dem direkt angrenzenden 23S-Bereich und/oder dem 

direkt angrenzenden 5S-Bereich amplifiziert und das Amplifikationsprodukt gewinnt (zweites, drittes, . . ., ntes 
Amplifikationsprodukt), 

(d) in an sich bekannter Weise die DNA-Sequenz von gemaB (b) und (c) gewonnenen Amplifikationsproduk- 
ten bestimmt und die DNA-Sequenz des Amplifikationsprodukts gemaB (b) mit der DNA-Sequenz eines oder 

35 mehrerer Amplifikationsprodukte gemaB (c) vergleicht und 

(e) als Primer oder als Sonde ein Nucleinsauremolekul isoliert und gewinnt, mit dessen Hilfe sich eine nach- 
zuweisende Gruppe von Bakterien des Genus Staphylococcus von einer nicht nachzuweisenden Gruppe von 
Bakterien des Genus Staphylococcus anhand von Unterschieden an mindestens einer Nucleotidposition im Se- 
quenzbereich des Nucleinsauremolekuls unterscheiden laBt. 

40 2. Nucleinsauremolekul der SEQ ID NO 1 oder der hierzu komplementaren Sequenz. 

3. Nucleinsauremolekul mit gegeniiber einem Nucleinsauremolekul gemaB Anspruch 2 verkurzter Sequenz, und 
zwar einer Sequenz 

(i) des Bereichs oder im Bereich der Nucleotidpositionen 54 bis 83 oder 

(ii) des Bereichs oder im Bereich der Nucleotidpositionen 100 bis 166. 

45 4. Nucleinsauremolekul mit gegeniiber einem Nucleinsauremolekul gemaB Anspruch 2 verkurzter Sequenz, nam- 

lich 

(i) der SEQ ID NO 2 oder 

(ii) der SEQ ID NO 3 oder 

(iii) der SEQ ID NO 4 oder 

50 (iv) der zu (i), (ii) und (iii) jeweils komplementaren Sequenz. 

5. Nucleinsauremolekul, dadurch gekennzeichnet, daB es hinsichtlich seiner Sequenz bei mindestens 10 aufeinan- 
derfolgenden Nucleotiden seiner Nucleotidkette 

(i) mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche identisch ist oder 

(ii) in 9 von 10 aufeinanderfolgenden Nucleotiden mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorher- 
55 gehenden Anspriiche iibereinstimmt oder 

(iii) in 8 von 10 aufeinanderfolgenden Nucleotiden mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorher- 
gehenden Anspriiche iibereinstimmt oder 

(iv) zu mindestens 90% mit einem Nucleinsauremolekul gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche homo- 
log ist. 

60 6. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es 10 bis 250 und vorzugsweise 15 bis 30 

Nucleotide lang ist, insbesondere dadurch gekennzeichnet, daB es das Nucleinsauremolekul mit der Sequenz SEQ 
ID NO 5 ist. 

7. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es einzelstran- 
gig oder doppelstrangig vorliegt. 
65 8. Nucleinsauremolekul nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es 

(i) als DNA oder 

(ii) als (i) entsprechende RNA oder 

(iii) als PNA vorliegt, 
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wobei das Nucleinsauremolekul gegebenenfalls in einer fur analytische Nachweisverfahren, insbesondere auf Basis 
von Hybridisierung und/oder Amplifizierung, an sich bekannten Weise modifiziert ist. 

9. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Nucleinsauremolekul dadurch modifi- 
ziert ist, daB bis zu 10% der Nucleotide, insbesondere 1 oder 2 Nucleotide, durch fiir Sonden und/oder Primer an 
sich bekannte analoge Bausteine ersetzt sind, insbesondere durch Nucleotide, die bei Bakterien nicht naturlich vor- 
kommen. 

10. Nucleinsauremolekul nach Anspruch 8 oder 9 dadurch gekennzeichnet, daB das Nucleinsauremolekul dadurch 
oder zusatzlich dadurch modifiziert bzw. markiert ist, daB es in einer fur analytische Nachweisverfahren an sich be- 
kannten Weise ein oder mehrere radioaktive Gruppen, farbige Gruppen, fluoreszierende Gruppen, Gruppen zur Im- 
mobilisierung an fester Phase und/oder Gruppen fur eine indirekte oder direkte Reaktion, insbesondere eine enzy- 
matische Reaktion, aufweist, insbesondere mit Hilfe von Antikorpem, Antigenen, Enzymen und/oder Substanzen 
mit Affinitat zu Enzymen oder Enzymkomplexen, oder daB es in einer fur analytische Nachweisverfahren an sich 
bekannten Weise andersartig modifizierte bzw. modifizierende Gruppen aufweist. 

11. Kit fur analytische Nachweisverfahren, insbesondere zum Nachweis von Bakterien der Gattung Staphylococ- 
cus, gekennzeichnet durch ein oder mehrere Nucleinsauremoiekule gemaB einem der vorhergehenden Anspruche. 

12. Verwendung von einem oder mehreren Nucleinsauremolekulen gemaB einem der AnsprOche 1 bis 10 oder eines 
Kits gemaB Anspruch 11 zum Nachweis der An- oder Abwesenheit von Bakterien, welche einer Gruppe von Bak- 
terien der Gattung Staphylococcus angehoren. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Gruppe von Bakterien der Gattung Staphylo- 
coccus verschiedene Stamme von Staphylococcus aureus umfaBt. 

14. Verwendung nach Anspruch 1 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Gruppe von Bakterien der Gattung 
Staphylococcus ausschlieBlich um Staphylococcus aureus-Stamme handelt. 

15. Verwendung nach einem der Anspruche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Nucleinsaurehybri- 
disierung und/oder eine Nucleinsaureamplifikation durchfuhrt. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Polymerase-Kettenreaktion als Nu- 
cleinsaureamplifikation durchfuhrt. 

17. Verwendung nach einem der Anspruche 12 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB man den Nachweis dadurch 
durchfuhrt, daB man die nachzuweisenden Bakterien von nicht-nachzuweisenden Bakterien anhand von Unterschie- 
den der genomischen DNA und/oder RNA an mindestens einer Nucleotidposition im Bereich eines Nucleinsaure- 
molekiils gemaB einem der Anspruche 1 bis 10 unterscheidet. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB man anhand von Unterschieden im Bereich eines 
Nucleinsauremolekuls gemaB Anspruch 2 unterscheidet. 
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